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摘 要: 本 试验 则 在 研究 饲 粮 菊 糖 添 加 水 平 对 肉 仔鸡 盲肠 和 直肠 落 群 结构 和 主要 菌 群 数量 的 影响 。 


ao 


KA 


每 个 重复 10 只 。5 组 肉 仔 鸡 分 别 饲 喂 在 基础 饲 粮 中 添加 0〈 对 照 组 )、0.5、1.5、2.5 和 5.0 g/kg 菊 糖 


单 因 素 完 全 随机 化 设计 ， 选 用 300 只 1 日 龄 爱 拔 益 加 肉 仔 鸡 ， 随 机 分 成 5 组， 每 组 6 个 重复 ， 


的 试验 饲 粮 。 试 验 期 为 6 周 。 采 用 PCR- 变 性 梯度 凝 胶 电 泳 (OGGE) 和 定量 PCR(qPCR) 技 术 对 42 


日 龄 肉 仔鸡 盲肠 和 直肠 菌 群 结构 及 主要 菌 群 数量 进行 测定 。 结 果 表 明 : 1) 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔 


鸡 盲 肠 和 直肠 菌 群 丰富 度 、 


言 肠 菌 群 香农 指数 以 及 直肠 戎 群 均匀 度 均 无 显著 影响 CP>0.05)， 但 显著 


降低 了 盲肠 菌 群 均匀 度 和 直上 肠 菌 群 香 农 指数 (P<0.05)。PCR-DGGE 图 谱 上 部 分 优势 条 带 序列 分 析 表 


明 ， 饲 粮 添加 菊 糖 促进 了 肉 仔 鸡 盲 肠 和 直肠 厚 壁 菌 门 (Firmicutes〉 中 产 凑 举 醇 真 细菌 (Eubacterium 


coprostanoligenes)、 肠 单 胞 球菌 《Intestinimonas sp.) 和 盲肠 肠 球菌 (Enterococcus cecorum) 等 细菌 


的 增殖 。2) 饲 粮 菊 糖 添加 


显著 影响 了 肉 仔鸡 盲肠 、 直 上 肠 总 细菌 和 大 上 肠 杆菌 数量 (P<0.05)。 二 次 曲 


线 分 析 显 示 ， 当 菊 糖 添加 水 平分 别 为 2.71 和 2.66 g/kg 时 ,盲肠 总 细菌 和 大 上 肠 杆菌 数量 最 少 ; 与 对 照 


组 相 比 ， 饲 粮 添加 1.5. 2.5. 5.0 g/kg 菊 糖 显著 降低 了 盲肠 乳酸 菌 数量 CP<0.05)， 饲 粮 添 加 0.5 g/kg 


菊 糖 显著 增加 了 直肠 乳酸 菌 数量 CP<0.05); 饲 粮 添加 5.0 g/kg 菊 糖 时 肉 仔 鸡 盲肠 、 直 上 肠 双 歧 杆菌 数 


量 及 直肠 产 气 艾 膜 梭 菌 数量 


均 为 最 高 ， 且 与 对 照 组 差异 显著 (P<0.05)。 综 上 ， 在 本 试验 条 件 下 ， 有 


利于 改善 肉 仔 鸡 肠 道 菌 群 结构 和 促进 有 益 菌 增殖 的 菊 糖 添加 水 平 为 2.5 一 5.0 g/kg。 


KEW: KM AEFT; 


中 图 分 类 号 : S816 


菌 群 数量 ， 肠 道 ， 肉 仔鸡 


文献 标识 码 : A 文章 编号 : 


肠 道 微生物 及 其 代谢 对 肉 仔鸡 的 营养 、 健 康 与 疾病 具有 重要 的 影响 和 调控 作用 ， 通 过 营养 方式 


干预 宿主 肠 道 微生物 健康 已 经 成 为 动物 营养 学 研究 的 热点 中。 菊 糖 对 肉 仔 鸡 肠 道 的 有 益 功能 已 经 得 


到 广泛 证 实 ， 其 应 用 也 日 益 受到 重视 23。 菊 糖 ， 也 称 菊 粉 ， 是 通过 D- 果 糖分 子 经 B (1 一 2) 糖苷 键 


连接 而 成 ( 果 聚 糖 )， 主 要 来 源 于 菊 芋 和 菊 芭 块根 中 。 菊 糖 无 味 、 无 固定 形态 ， 易 溶 于 水 ， 熔 点 高 达 
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178 'C， 相 对 体积 质量 1.35， 有 较 强 的 热 稳定 性 。 孙 瑞 锋 等 外 研究 表明 ， 饲 粮 添 加 3 g/kg 的 菊 糖 可 


使 肉 仔 鸡 盲 肠 大 肠 杆菌 和 沙门 氏 菌 数量 分 别 降低 14.50% 和 36.42%, 有 效 减 少 了 肉 仔鸡 排泄 物 氮气 散 


发 量 。 研 究 发 现 ， 来 源 于 菊 芭 根 中 的 菊 糖 显著 促进 了 肉 仔 鸡 回 肠 和 盲肠 双 卜 杆菌、 乳酸 杆菌 等 有 益 


戎 的 繁殖 口 ， 随 着 菊 糖 添加 量 的 增加 ， 公 猪 大 肠 和 辩 中 姜 具 素 浓 度 随 之 减少 ， 而 产 气 莱 膜 梭 戎 在 结 


肠 和 直肠 的 数量 降低 ， 并 推测 凑 臭 素 浓度 的 减少 可 能 与 产 气 芋 膜 梭 菌 数量 的 减少 、 
量 的 增加 有 关中 。 然 而 ， 男 外 的 研究 表明 ， 饲 粮 添 加 菊 糖 对 肉 仔鸡 肠 道 菌 群 无 显著 影响 四。 本 课题 组 


中 短 链 脂肪 酸 含 


前 期 研究 结果 表明 ， 饲 粮 添加 菊 糖 不 影响 肉 仔 鸡 的 生产 性 能 ， 但 添加 5.0 g/kg 的 菊 糖 显著 降低 了 网 
仔鸡 排泄 物 、 盲 肠 和 直肠 嘻 哄 和 凑 奥 素 浓度 由 ， 为 进一步 研究 其 对 肉 仔鸡 肠 道 菌 群 的 影响 ， 特 进行 


饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔鸡 盲肠 、 直 肠 著 群 结构 及 主要 菌 和 
1 材料 与 方法 
1.1 ”试验 材料 及 饲 六 


基础 饲 粮 为 玉米 -豆粕 型 粉 状 料 ， 


1.2 试验 设计 及 饲养 管理 


组 成 及 营养 水 平 同文 献 [ 


8]. 


数量 影响 的 研究 。 


试验 用 菊 糖 为 上 海 某 公 司 生 产 ， 纯 度 >92%， 相 对 分 子 质量 近似 5 000， 为 白色 结 
H 


蝇 粉 末 ， 无 味 。 


试验 采用 单 因 素 完全 随机 化 设计 ， 选 取 300 只 1 日 龄 爱 拔 益 加 肉 仔鸡 ， 随 机 分 为 5 组 ， 每 组 6 


> 


添加 0.5、1.5、2.5、5.0 g/kg 菊 糖 的 试验 饲 粮 。 试 验 鸡 采 用 3 层 全 阶梯 笼 养 ， 热 风 炉 供 


乳头 饮水 器 供水 ， 机 械 清 装 ， 自 由 采 食 和 饮水 ， 试 验 期 为 6 周 。 按 常规 方法 进行 疫苗 接种 和 饲养 管 


理 。 
1.3 样品 采集 


肉 仔鸡 饲养 至 42 日 龄 时 ， 每 个 重复 取 1 只 鸡 (确保 每 组 3 雄 3 WED, SK Bot 


训 ， 分 离 盲肠 和 直肠 ， 液 氮 速 冻 后 ， 保 存在 -80 “CAF, 


1.4 测定 指标 和 方法 


1.4.1 菌 群 结构 


1) DNA 提取 。 盲 肠 和 直肠 样 本 在 4 'C 冰 箱 解 冻 后 ， 


合 后 , 采用 十 六 烷 基 三 


Tm 


2) 细菌 16S rDNA 片段 的 PCR 扩 增 : 以 样品 基因 组 DNA 为 模板 ,采用 细菌 通 


备 测 。 


2 只 鸡 C1 WE 1 HE 


日 基 误 化 铵 (CTAB) 手提 法 分 别提 取 15 个 盲肠 、15 个 直 


重复 ， 每 个 重复 10 只 。 工 组 为 对 照 组 ， 饲 喂 基 础 饲 粮 ，I、ILE、IV 和 V 组 分 别 饲 喂 在 基础 饲 粮 中 


) WE 


肠 、 直 肠 分 别 混 


肠 样本 基因 组 DNA. 


引物 GC-338F 
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( 5'-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGGCGGGGCGGGGGCGCGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG- 


3') 和 518R (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) 扩 增 样品 16S rDNA 的 V3 区 序列 。 PCR 扩 增 体系 (50 


uL) A: 10xPCR buffer 5 yL, dNTP (2.5 mmol) 3.2 uL, rTaq (5 U/L) 0.4 uL, GC-338F (20 umol) 


1 uL, 518R (20 umol) 1 uL、 模 板 DNA 50 ng， 补 双 蒸 水 (ddH20) #50 uLo PCR 扩 增 程序 为 : 


94 'C 预 变性 5 min; 94 人 变性 1 min, 55 CEPE 45s, 72 人 延伸 1 min, 30 个 循环 ， 最 终 72 “CHE 


10 min. 


3) PCR 产物 的 变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DOGGE) 分 析 。 取 10 uL PCR 的 产物 进行 DGGE 分 析 。 采 


用 变性 梯度 为 35% 一 55%、 浓 度 为 7% 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 在 1xTAE 缓冲 液 中 56 V. 60 SCALE F Eyk 


16 h。DGGE 完毕 后 ， 采 用 银 染 法 染色 。PCR 产物 采用 OMEGA 公司 DNA Gel Extraction 试剂 盒 纯 


化 回收 。 采 用 Quantity one 分 析 软件 包 对 DGGE 图 谱 的 电泳 条 带 数目 、 条 带 密度 进行 数字 化 分 析 。 
依据 戴 斯 系数 〈Cs) 构建 聚 类 图 ， 主 成 分 分 析 PCA) 采用 CANOCO 4.5 软件 进行 。 


计算 公式 如 下 : 


__ 2) 
Nx+ Ny. 


Cs 


H= -Y piln pi = YN N) INCNIN) 


i=1 i=l 和 
-H _H 
H max InS 
式 中 : Cs. Hy SFE HRA AM. BRIM. EERME; Nx 为 x 泳 道 条 带 数 ; 
Ny 为 y 泳 道 条 带 数 ，j 为 2 个 泳 道 共 有 的 条 带 数 ，pi 为 样品 中 单一 条 带 的 强度 在 该 样品 所 有 条 带 总 
强度 中 所 占 的 比率 ，N 为 单一 泳 道上 所 有 条 带 的 密度 ; Ni 为 第 i 条 带 的 密度 Hmax 是 H 的 最 大 值 。 
4) DGGE 图 谱 中 优势 条 带 的 回收 与 测序 。 用 灭 菌 手 术 刀 完整 切 下 DGGE 图 谱 中 条 带 清晰 、 分 


离 明显 的 优势 条 带 。 以 2 uL 回收 产物 为 模板 , 338F/518R 为 引物 进行 PCR 扩 增 。 将 重新 扩 增 的 DNA 


E 


片段 切 胶 回收 、 纯 化 后 ， 连 接 到 PMD18-T 载体 上 ， 并 转化 至 DH5a 感受 态 细 胞 中 ， 筛 选 阳性 死 隆 进 


行 序列 测定 ， 测 序 结果 与 GenBank 中 的 序列 进行 比 对 ， 得 到 条 带 所 代表 的 细菌 类 型 。 


14.2 ”主要 菌 群 数量 


总 细菌 、 大 肠 杆菌 、 乳 酸 菌 和 双 歧 杆菌 引物 序列 同文 献 [9]。 产 气 荚 膜 梭 菌 引物 序列 为 :上游 引 


物 5-GGGTTTCAACACCTCCGTG-3', 下 游 引 物 5-CGATTAAGAGTAATGCAAGG-3'。 取 0.5 uL 基 


因 组 DNA 进行 定量 PCR(qgPCR) 反 应 。 采 用 20 uL 体系 (10 pL 2xSG PCR MasterMix， 上 游 引物 、 下 
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游 引 物 AOumoL/L) 各 0.5 uL, 0.5 uL 基因 组 DNA，8.5 kL ddH2O )， 在 StepOnePlusIY 实 时 荧光 和 定 


量 PCR 仪 〈 美 国 ) 上 扩 增 。 


反应 程序 为 预 变性 95 °C 10min, 40 个 循环 的 9g C 20s, 60 C 30s。 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 


泳 确 定 有 特异 扩 增 后 ， 再 扩 增 2 个 50 pL 体系 的 PCR， 进 行 PCR 产物 回收 。 扩 增产 物 连接 了 载体 。 


测序 正确 的 质粒 测定 浓度 ， 根 据 分 子 质量 计算 拷贝 数 ， 并 进行 梯度 稀释 ， 作 为 标准 品 ， 制 备 标 准 曲 
线 。 将 1.4.1 中 提取 的 样本 DNA 稀释 10 倍 后 上 荧光 定量 PCR 仪 上 检测 ,操作 过 程 同 标准 曲线 构建 。 
根据 样品 Ct 值 和 标准 曲线 计算 出 各 样品 菌 群 数量 ， 再 换算 成 每 克 样 品 中 细菌 拷贝 数 的 1g 值 。 
15 数据 统计 分 析 

以 重复 为 单位 进行 数据 处 理 和 统计 ， 采 用 SPSS 17.0 软件 的 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 


过 程 进行 方差 分 析 ， 采 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 并 利用 Contrast 中 的 线性 和 二 次 项 进行 趋势 分 


析 。P<0.05 为 差异 显著 。 试 验 数 据 用 “平均 值 + 标 准 差 ”表示 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 结构 
由 图 1 可 知 ，15 个 盲肠 样品 共有 50 条 条 带 。M1-1 一 M5-3 样本 中 含有 的 条 带 数目 分 别 为 20、 


18、20、18、19、21、19、16、11、19、15、21、18、18、18 条 。 由 表 1 可 知 ， 饲 粮 菊 糖 添 加 水 平 


对 盲肠 菌 群 香农 指数 和 丰富 度 无 显著 影响 (P>0.05),，III、IV 组 盲肠 菌 群 均匀 度 显 著 低 于 对 照 组 和 II 


组 (P<0.05)。 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 (x) 与 肉 仔 鸡 盲肠 阔 群 均匀 度 (y) 旦 显著 的 二 次 曲线 关系 (P<0.05)， 


回归 方程 为 y=0.243x?2-0.136x+0.974 (R2=0.671 7)， 当 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 为 2.8 g/kg 时 ， 肉 仔鸡 盲肠 


菌 群 均匀 度 最 小 ， 为 0.950。 
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M1-1、M1-2、M1-3 来自 I 组 M1-1, M1-2 and M1-3 come from group I; M2-1, M2-2, M2-3 
KA IH M2-1, M2-2 and M2-3 come from group II; M3-1, M3-2, M3-3 Æ SIIH M3-1, M3-2 and 
M3-3 come from group I; M4-1, M4-2 and M4-3 X HIV2H_ M4-1, M4-2 and M4-3 come from group IV; 
M5-1,M5-2.M5-3 X V 2H: M5-1, M5-2 and M5-3 come from group V .图 2、 图 3 E] The same as Fig.2 
and Fig.3. 

1 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 


Fig.l PCR-DGGE fingerprints of microbiota in cecum of broilers 


表 1 人 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔 鸡 盲肠 戎 群 结构 的 影响 
Tablel Effects of inulin supplemental level on microbial community structure in cecum of broilers 


组 别 Groups 香农 指数 
均匀 度 Evenness 丰富 度 Richness 


Shannon-Wiener index 


I 2.88+0.06 0.98+0.01° 19.33+1.15 
I 2.87+0.09 0.98+0.00° 19.33+41.53 
Il 2.59+0.28 0.96+0.014 15.33+4.04 
IV 2.76+0.16 0.97+0.01° 18.33+3.06 
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差异 性 己 值 Difference P-value 


线性 己 值 Linear P-value 
Zk P ÍË Quadratic P-value 


同 列 数据 肩 标 相同 字母 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05), 不 同 字母 


下 表 同 。 


2.79+0.02 


0.207 


0.570 


0.099 


0.97+0.01 


0.040 


0.244 


0.005 
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18.00+0.00 
0.310 
0.584 


0.241 


示 差 异 显著 (P<0.05)。 


In the same column, values with the same or without letter superscripts mean no significant difference 


(P>0.05), while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as be- 


low. 


2.2 AS E M 
PCR-DGGE 图 谱 的 PCA 见 


15.6%， 二 者 共 解 释 了 37.0% I] DGGE 


群 相 似 性 


图 谱 信 息 。PC1 A 


图 2。 主 成 分 1 (PC1) 和 主 成 分 2 (PC2) 的 贡献 率 分 别 为 21.4%、 


本 分 为 左右 两 部 分 ，II 组 和 IV 组 样本 被 分 


在 左 半 部 分 ， 对 照 组 和 V 组 样本 被 分 在 右 半 部 分 ， 开 组 样本 存在 于 两 侧 。PC2 将 样本 分 为 上 下 两 部 
分 ,I 组 样本 被 分 在 上 半 部 分 ，[II 组 样本 被 分 在 下 


边 ，IV 组 样本 除 M4-1 4 


其 他 样本 离散 怕 


与 M5-3、M3-3 与 M4-1, FAY 


自 对 照 组 )，M5-1、M5-3 为 同 


最 大 的 是 M1-1， 说 明 该 样本 与 其 他 相 
图 3 为 依据 样本 的 Cs 构建 的 聚 类 图 ， 在 15 个 样本 
似 性 最 低 ， 相 似 性 系数 为 0.44。 相 似 性 


部 分 ， 对 照 组 样本 除 M1-2 在 中 间 外 全 部 在 上 


全 部 在 下 边 ，V 组 除 M5-3 外 全 部 在 下 边 。 
本 肠 道 菌 群 相似 性 最 低 。 


结合 PC1 与 PC2 进行 分 析 ， 与 


FP， 来 自 对 照 组 的 样本 M1-1 与 其 他 样本 相 


高 的 有 4 徐 ， 分 别 为 M1-2 与 M1-3、M2-2 与 M2-3, M5-1 
系数 分 别 为 0.73、0.76、0.66、0.65。 样本 M1-2、M1-3 为 同一 复 (来 


复 〈 来 自 V 组 )， 这 两 艇 的 相似 性 较 低 《相似 性 系数 为 0.59)， 说 明 


菊 糖 对 肉 仔 鸡 盲肠 菌 群 结构 产生 了 一 定 的 影响 。 这 与 PCA 结果 相似 。 
Q 
M2-3 
+> M2-2 R 
M1-1 
© BP M1-3 
Š Bva- thot g M5-3 
an 
gi ME M1-2 
名 ons 
2: wie Ma 
œ} Ss2 
Q , lls 
-1.0 PC1 21.4% 1.5 


图 2 盲肠 菌 群 DGGE 图 谱 条 带 的 PCA 


Hi a tt UPGMA 相似 性 分 析 
Fig.3 Analysis of UPGMA similarity of cecal microbiota 


图 3 


Fig.2 PCA ofbands in DGGE fingerprints of cecal mi- 


crobiota 


125 23 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 DGGE 图 谱 优 势 条 带 序列 分 析 


126 试验 对 盲肠 DGGE 指纹 图 谱 中 具有 共性 、 特 异性 的 10 条 条 带 进行 了 回收 、 克 隆 和 测序 。 由 表 2 


127 ”可 知 ， 所 有 序列 与 GenBank 中 16S rDNA 序列 的 相似 性 在 87% ~ 100%. BRIS 号 条 带 的 相似 菌 来 自 


128 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) 外， 其 余 均 来 自 厚 壁 菌 门 (Firmicutes). 37 号 条 带 为 M4-1、M4-3、M5-2 


129 ”共有 条 带 ， 其 所 代表 的 序列 的 最 相似 菌 为 真 细 菌 属 中 的 产 凑 f 


醇 真 细菌 (Eubacterium coprostanoli- 


130 genes) ， 相 似 度 为 95%。16、18 号 条 带 为 各 组 共有 条 带 ， 其 所 代表 的 相似 菌 分 别 是 Dielma fastidiosa 


131 和 Faecalib acterium prausnitzii， 相 似 度 分 别 为 87% 和 96% . 


#2 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 DGGE 图 谱 优势 条 带 的 序列 分 析 结 果 


Table 2 Sequence analysis results of dominant bands in DGGE fingerprints of cecal microbiota in broilers 


条 带 号 ”登录 号 Ac- 


相似 度 Simi- 


B Band cession 相似 菌 Similar strains 分 类 Classification 备注 Note 
J= larity/% 
= number number 
N 14 NR_112692 Lactobacillus aviarius 100 厚 壁 菌 门 I, I, VERS 
Bacteroides thetaiota- spans 
15 NR_074277 l 100 拟 杆菌 门 共有 (M5-3 除外 ) 
omicron 

16 NR_125593 Dielma fastidiosa 87 厚 壁 菌 门 共有 


Faecalibacterium MEARE 
18 NR_028961 96 厚 壁 菌 门 k 
prausnitzii 


s a 


22 NR_112900 Christensenella minuta 91 厚 壁 菌 门 L VARA 
PON K M1-2, M1-3, M3-1, 
26 NR_119274 Lactobacillus crispatus 100 厚 壁 菌 门 
M4-2 外 ， 其 他 共有 
30 NR_024905 Enterococcus cecorum 99 厚 壁 菌 门 有 (M1-1、M3-1 除外 ) 
32 NR_028725 Lactobacillus salivarius 100 厚 壁 菌 门 共有 (MI1-1 除外 ) 


Eubacterium copros- eyed , 
37 NR_104907 95 厚 壁 菌 门 M4-1、M4-3、M5-2 共有 
tanoligenes 


Subdoligranulum vari- Bene 除 M1-1, M3-2, M4-1, 
44 NR_028997 99 厚 壁 菌 门 
abile M4-2 外 ， 其 他 共有 


134 Firmicutes: 后 壁 菌 门 ; Bacteroidetes 


135 24 肉 仔 鸡 直 肠 菌 群 结构 


136 由 图 4 AYR, Z1-1~Z5-3 样本 中 含有 的 条 带 数 目 分 别 是 24、21、19、15、19、19、11、9、14、 


137 17、13、27、18、14、15 条 。 由 表 3 可 知 ， 饲 粮 菊 糖 添 加 水 平 对 直肠 菌 群 均 匀 度 和 丰富 度 均 无 显著 


201711.00457v1 
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138 ”影响 (P>0.05)，III 组 直肠 苦 群 香农 指数 显著 低 于 除 V 组 之 外 的 其 余 各 组 (P<0.05 )。 
139 


M5-3 Z1-1 Z1-2 2Z1-3 Z2-1 Z2-2 Z2-3 Z3-1 73-2 Z3-3 24-1 


140 
141 Z1-1, Z1-2, Z1-3 KA I 4H Z1-1, Z1-2 and Z1-3 come from group I; Z2-1, Z2-2, Z2-3 KE I 


142 #1 Z2-1, Z2-2 and Z2-3 come from group II; Z3-1, Z3-2, Z3-3 Æ MIH Z3-1, Z3-2 and Z3-3 come 
143 from group III; Z4-1, Z4-2, Z4-3 来 自 V 组 Z4-1, Z4-2 and Z4-3 come from group IV; Z5-1, Z5-2, 


144 25-3 KA V 4A Z5-1, Z5-2 and Z5-3 come from group V。 图 $、 图 6 同 The same as Fig.5 and Fig.6。 


145 4 肉 仔鸡 直肠 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 

146 Fig.4 PCR-DGGE fingerprints of microbiota in rectum of broilers 

147 

148 表 3 人 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔鸡 直肠 菌 群 多 样 性 的 影响 

149 Table 3 Effects of inulin supplemental level on microbial community structure in rectum of broilers 
组 别 Groups o 均匀 度 Evenness 。 ”丰富 度 Richness 
I 3.00+0.13° 0.98+0.01 21.3342.52 
Il 2.78+0.12° 0.97+0.01 17.6742.31 
II 2.36+0.23* 0.99+0.00 11.33+2.52 
NV 2.82+0.35° 0.97+0.00 19.00+7.21 
V 2.64+0.16* 0.96+0.02 15.67+2.08 


201711.00457v1 
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150 


151 


152 


153 


154 


155 


156 


157 


158 


159 


160 


161 


162 


163 


164 


差异 性 己 值 Difference P-values 


线性 己 值 Linear P-values 


Z P ÍË Quadratic P-values 


2.5 肉 仔鸡 直肠 戎 和 群 相似 性 


0.045 


0.217 


0.127 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


0.326 0.080 
0.075 0.291 
0.795 0.226 


肉 仔鸡 直肠 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 PCA 见 图 5。PC1 和 PC2 的 贡献 率 分 别 为 20.6%、14.6%， 共 


组 全 部 在 左 侧 ，V 组 两 侧 都 存 
ÆFA, MAVAE FERFE 


解释 了 34.60%% DGGE Bitte. PCLARADAA A abs, SA. eae AH, M V 
在 。PC2 将 样本 分 为 上 下 两 部 分 ， 对 照 组 全 部 在 上 边 ， 工 和 V 组 全 部 


o Z3-3 和 Z4-1 距离 最 为 紧密 。 距 离 最 远 的 是 Z5-2 和 Z1-2〈 分 别 来 自 


V 组 和 对 照 组 )。 由 图 6 可 知 ，15 个 样本 中 ， 相 似 性 较 高 的 有 3 徐 ， 分 别 为 Z4-1 与 Z3-3、Z1-1 与 


Z1-3, Z3-1 与 Z4-1、Z3-3， 相 似 系数 分 别 为 0.72、0.64、0.60。 与 其 余 样 本 相似 系数 最 低 的 是 Z5-2， 


相似 系数 仅 为 0.27。 上 述 结果 表明 V 组 与 其 余 4 个 组 直肠 菌 群 相似 性 最 低 。 


= Bz5-2 


PC2 14.6% 


-1.0 


PC1 20.6% 


Al5 直肠 菌 群 DGGE 图 谱 条 带 的 PCA 


Fig.3 PCAof bands in DGGE fingerprints of rec- 


tal microbiota 


2.6 肉 仔 鸡 直 肠 菌 群 DGGE 图 谱 优 势 条 带 序列 分 析 


本 试验 回收 了 6 条 直肠 菌 


图 6 直肠 菌 群 UPGMA 相似 性 分 析 


Fig.6 Analysis of UPGMA similarity of rectal mi- 


crobiota 


# DGGE Mig BAH 


E、 特 异性 的 条 带 ， 进 行 克 隆 和 测序 。 由 表 4 可 


知 ， 各 序列 和 GenBank 中 16S rDNA 序列 的 相似 性 在 95% ~ 100%. 2 号 条 带 为 Z3-1、Z3-3、Z4-1 


Chinay iv EB 
CNINAA IVA 4 FH 


IH FIJ 
J 
HTU 


165 ”共有 的 条 带 ， 其 所 代表 的 最 相似 菌 为 肠 单 胞 球菌 Cntestinimonas sp.)， 相 似 度 为 95%。33 号 条 带 为 


166 22-3, Z3-1, Z4-3, Z5-1 共有 条 带 ， 其 序列 所 代表 的 最 相似 菌 为 盲肠 肠 球菌 (Enterococcus cecorum); 


167 “相似 度 为 100%. 36 号 条 带 为 Z2-2、Z2-3、Z4-3 共有 条 带 ， 其 所 代表 的 最 相似 菌 为 普 拉 梭 菌 


168 (Faecalibacterium prausnitzii)， 相 似 度 为 96%。45 号 条 带 为 Z2-3、Z5-3 共有 条 带 ， 其 序列 所 代表 


169 BRIMMER FRA (Clostridium sordelli )， 相 似 度 为 100%。 


170 表 4 Hiatt DGGE 图 谱 优势 条 带 的 序列 分 析 结 果 
171 Table 4 Sequence analysis results of dominant bands in DGGE fingerprints of rectal microbiota 
条 带 号 。 登录 号 Ac 
相似 菌 Similar 相似 度 Sim- 
Band cession 分 类 Classification 备注 Note 
strain ilarity/% 
number number 


Z3-1, Z3-3, Z4-1 共 


2 KP114242 肠 单 胞 球菌 95 厚 壁 菌 门 Intestinimonas 
7 EU873585 不 可 培养 菌 98 细菌 ; 环境 样本 Z5-2 特有 
es a 22-3, Z3-1. Z4-3, 
33 NR_114779 盲肠 肠 球菌 100 厚 壁 菌 门 肠 球菌 属 网 
Z5-1 共有 
FEHI] Z2-2、Z2-3、Z4-3 共 
36 NR_028961 普 拉 梭 菌 96 
Faecalibacterium 
TO SEN Mt Z1-1, Z3-1. Z5-2 
43 NR_028725 MEL FLAT E 100 厚 壁 菌 门 乳 杆 菌 属 


外 ， 其 他 样品 共有 


45 KR364762 Dp FET TUR A 100 JEEE DAT R BIJE Z2-3、Z5-3 共有 


172 2.77 肉 仔鸡 盲肠 菌 群 数量 
HÆ 5 可 知 ， 各 试验 组 盲肠 总 细菌 、 大 肠 杆菌 数量 均 显 著 低 于 对 照 组 C(P<0.05)。II、IV、YV 组 


= 173 


TEL 


“174 FY FL Pa Sk Rt A 2 CP<0.05); I、V 组 盲肠 双 歧 杆菌 数量 显著 高 于 对 照 组 及 III[、 


175 ”IV 组 (P<0.05)， 以 V 组 盲肠 双 歧 杆菌 数量 最 多 。 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 盲肠 产 气 荚 腊 梭 菌 数量 无 显著 
176 ”影响 CP>0.05)。 除 双 歧 杆菌 外 , 盲肠 各 细菌 数量 与 饲 粮 菊 糖 添 加 水 平均 呈 显 著 的 线性 关系 (P<0.05); 


177 ”同时 , 盲肠 总 细菌 和 大 上 肠 杆 菌 数 量 与 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 呈 显著 的 三 次 曲线 关系 《P<0.05 )， 当 饲 粮 菊 
178 ” 糖 添加 水 平分 别 为 2.71 和 2.66 g/kg 时 ， 盲 肠 总 细菌 和 大 肠 杆菌 数量 最 少 。 


179 表 5 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔鸡 盲肠 主要 菌 群 数 量 的 影响 
180 Table5 Effects of inulin supplemental level on main microbial populations in cecum of broilers lg( 找 贝 
181 数 /g) 

组 别 Groups 总 细菌 Total 大 肠 杆菌 乳酸 菌 Lac- UBT Bk Pe SEAR E 


Chinaxiv@ (ERAT 


bacteria Escherichia tobacilli Bifidobacteria Clostridium 
coli perfringens 
I 10.24+0.83° 8.99+1.06° 7.3241.23> 5.64+0.96* 5.22+0.40 
II 8.77+0.07* 7.72+0.40* 7.35+0.98° 6.73+0.07° 5.08+0.17 
M 7.12+1.47° 7.34+41.334 5.63+0.59* 5.54+0.56* 5.08+0.14 
IV 8.9340.98* 7.18+0.75* 6.75+1.00* 5.49+1.08* 5.07+0.09 
V 8.52+0.31° 7.59+0.64° 6.80+0.12° 6.76+0.56° 4.91+0.10 
差异 性 己 值 Difference 
0.001 <0.001 0.001 0.010 0.106 
P-value 
线性 己 值 Linear P-value 0.001 <0.001 0.001 0.230 0.014 
Zk P ÍË Quadratic P-value 0.002 <0.001 0.065 0.276 0.902 


= 182 
”183 28 肉 仔鸡 直肠 菌 群 数量 


pe 


显著 低 于 对 照 组 及 I IV (P<0.05). I 


pall 


184 Hæ 6 可知 ，IIT、V 组 直肠 总 细菌 和 大 肠 杆菌 数 和 


jami 


> 185 ”直肠 乳酸 菌 数量 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05)。V 组 直肠 双 歧 杆菌 数量 最 多 ， 显 著 高 于 对 照 组 及 III、 


> 186 ”WW 组 (P<0.05)。 V 组 直肠 产 气 苹 膜 梭 菌 数 量 显 著 高 于 其 余 各 组 (P<0.05)。 除 大 肠 杆 菌 外 ， 直 肠 


187 ”细菌 数量 与 菊 糖 添加 水 平均 呈 显 著 的 线性 关系 (P<0.05); 同时 ， 直 上 肠 双 上 收 杆 菌 、 产 气 荚 膜 梭 阔 数 量 


188 ”与 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 呈 显著 的 二 次 曲线 关系 (P<0.05)， 当 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 为 2.96 g/kg it, HG 


O 189 ” 双 歧 杆菌 数量 最 少 。 


190 表 6 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔鸡 直肠 主要 菌 群 数量 的 影响 
191 Table6 Effects of inulin supplemental level on main microbial populations in rectum of broilers lg( 拨 
192 贝 数 /g) 
组 别 Groups Pe SERRA 
总 细菌 Total 大 肠 杆菌 乳酸 菌 Lac- 双 歧 杆菌 
Clostridium 
bacteria Escherichia coli tobacilli Bifidobacteria 
perfringens 
I 10.12+0.20° 8.560.632: 8.79+0.32° 6.97+40.77* 4.75+0.14" 
I 10.22+0.99° 8.1741.15% 9.33+1.89° 7.60+0.96> 4.95+0.17 


11 


China ihi Ade HII 
ChinaX iva tFRATY 


Il 8.56+0.30? 7.87+40.24* 7.46+0.71° 5.66+0.07* 5.03+40.09? 
IV 10.19+0.52° 8.81+0.70° 8.32+0.81% 6.07+0.56* 4.35+40.72? 
V 9.5140.15° 7.2540.13° 8.81+41.73° 7.66+0.31° 5.44+0.44° 


FYE P(E Difference 


0.001 0.002 <0.001 <0.001 0.010 
P-value 
线性 尸 值 Linear P-value 0.017 0.328 0.006 0.010 0.012 
二 次 P 值 Quadratic 

0.949 0.840 0.815 0.002 0.038 


P-value 


193 


194 3 wt 论 


195 3.1 饲 粮 菊 糖 添加 水 平 对 肉 仔 鸡 盲 肠 和 直肠 菌 群 结构 的 影响 


196 通过 PCR-DGGE 图 谱 中 条 带 的 位 置 、 数 量 和 亮度 等 可 综合 反映 肠 道 菌 群 的 多 样 性 。Rehman 等 


- 197 ”研究 表明 ,在 玉米 -豆粕 型 饲 粮 中 添加 10 g/kg 的 菊 糖 对 42 日 龄 肉 仔鸡 空肠 和 盲肠 菌 群 DGGE 图 谱 


N 198 ”条 带 数 量 及 菌 群 多 样 性 指数 无 显著 影响 。Yang 等 研究 表明 ， 饲 粮 添加 1.2 g/kg 的 菊 糖 不 显著 影响 
199 ” 肉 仔 鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 、 丰 富 度 和 均匀 度 。 体 外 试验 也 证 实 ， 添 加 菊 糖 对 肉 仔鸡 盲肠 、 直 肠 食 糜 发 
200 ” 酵 液 中 再 群 多 样 性 和 丰富 度 的 影响 均 不 显著 ， 但 发 酵 液 中 DGGE 图 谱 条 带 数 量 有 所 降低 1。 本 试验 
201 ”结果 表明 ， 饲 粮 添 加 菊 糖 对 肉 仔 鸡 盲 肠 、 直 肠 菌 群 DGGE 图 谱 条 带 数 量 均 无 显著 影响 ， 但 各 菊 糖 添 


一 202 ”加 组 条 带 数 不 同 程度 低 于 对 照 组， 且 多 样 性 指数 均 有 所 降低 ;但 添加 一 定量 的 菊 糖 后 显著 降低 了 肉 
O 23 ”仔鸡 言 肠 菌 群 均匀 度 和 直肠 菌 群 香农 指数 ， 该 结论 与 以 上 报道 略 有 差异 。 这 与 PCR-DGGE 技术 的 局 
204 BRE GU DNA 的 提取 效率 、DNA 的 提取 和 纯化 方法 以 及 PCR 扩 增 过 程 的 误差 等 ) 有 关 。 另 外 ， 采 
205 “用 DGGE 技术 只 能 对 优势 菌 群 进行 检测 与 分 机 。 本 试验 聚 类 分 析 和 PCA 表明， 盲肠 菌 群 对 照 组 的 
206 M1-2、M1-3 与 5.0 g/kg 菊 糖 添加 组 的 M5-1、M5-3 样本 的 相似 性 仅 为 0.59; 而 直肠 菌 群 中 ， 与 其 余 
207 ”样本 相似 性 系数 最 低 的 是 Z5-2， 仅 为 0.27。 上 述 结果 说 明 饲 粮 添加 薄 糖 影响 了 肉 仔 鸡 言 肠 和 直肠 获 


208 ” 群 的 组 成 。 本 试验 对 DGGE 图 谱 优 势 戎 群 序列 分 析 表 明 ， 饲 粮 添加 菊 糖 后 ，DGGE 图 谱 出 现 了 不 同 
209 ”的 优势 条 带 。 盲肠 样本 的 37 号 条 带 仅 存在 于 菊 糖 添加 组 , 其 序列 所 代表 的 是 厚 壁 菌 门 的 Eubacterium 


210 ”coprostanoligenes， 说 明 添 加 菊 糖 能 促进 该 菌 生长 。 直 上 肠 样本 2、33、36、45 号 条 带 也 只 存在 于 菊 糖 


ANS 


211 。 添加 组 ， 其 序列 所 代表 的 是 厚 壁 菌 门 的 球 著 或 梭 菌 类 细菌， 说 明 添加 菊 糖 促进 了 直肠 中 以 上 细菌 的 
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生长 ， 此 结果 与 Yang 等 no 报道 的 饲 粮 添加 1.2 g/kg 的 菊 糖 有 助 于 不 可 培养 的 厚 壁 菌 门 毛 螺 菌 科 


(uncultured Lachnospiraceae) 及 不 可 培养 的 拟 杆菌 门 (ncultured Bacteroidetes) 细 菌 增殖 的 结果 基本 
致 。 
3.2” 饲 粮 菊 糖 添 加 水 平 对 肉 仔鸡 盲肠 和 直肠 主要 菌 群 数量 的 影响 


家 禽 肠 道 微生物 一 般 分 为 两 大 类 ， 即 有 害 菌 〈 病 源 菌 ) 和 有 益 菌 (病源 菌 抑制 菌 )。 有 


w 


WER 


FLFR ASAT E WT RAMARRI AREA BABU AE A a aS), A 


WEIS Be AER aS a EF EP ET SH i PAS EA PAL SH ada RA 
FEB Pie AI, FBR ES aT ALTE RS as A MEWE ELAR R AT A 


数量 越 少 ， 双 歧 杆 菌 和 乳酸 菌 数量 越 多 。Nabizadeht91 研 究 表明 ， 饲 粮 添 加 10 g/kg 的 菊 糖 显著 降低 


了 肉 仔 鸡 盲肠 大 上 肠 杆菌 数量 。Zhao 等 71 研究 表明 ， 饲 粮 添加 2.5 和 5.0 g/kg 的 果 聚 糖 显 著 提高 了 31 


龄 肉 公 鸡 盲肠 乳酸 菌 和 双 卜 杆菌 数量 ， 降 低 了 盲肠 大 肠 杆菌 和 产 气 蔷 膜 梭 菌 的 数量 ， 并 降低 了 排 


泄 物 所 的 散发 量 。Kareem 等 08 研 究 表明 ,乳酸菌 代谢 物 一 一 益生 素 (postbiotics ) 分 别 与 0.8%、1.0% 


的 菊 糖 混合 添加 显著 提高 了 42 日 龄 肉 仔 鸡 排泄 物 乳 酸 菌 的 数量 , 降低 了 上 肠 杆菌 (Enterobacteriaceae ) 
数量 。 但 另外 的 研究 则 表明 菊 糖 对 肠 道 菌 群 数量 无 显著 影响 ， 如 Biggs 等 0 报道， 在 玉米 -豆粕 型 饲 


粮 中 添加 4 g/kg 的 菊 糖 对 21 日 龄 肉 仔 鸡 盲肠 乳酸 菌 、 双 歧 杆 菌 、 产 气 荚 膜 梭 菌 和 大 上 肠 杆菌 数量 均 无 
显著 影响 。Abdel-Raheem 等 2o 也 证 明 ， 益 生 素 和 合生 素 对 肉 仔鸡 盲肠 乳酸 菌 和 大 肠 杆菌 数 量 无 显著 
影响 。 不 过 ，Abdelqader 等 CU 研究 表明 ， 菊 糖 虽然 没有 显著 增加 产 蛋 鸡 回肠 、 盲 肠 中 乳酸 菌 、 双 歧 


杆菌 数量 ， 但 显著 减少 了 回肠 、 盲 肠 大 肠 杆 菌 数量 。 本 试验 结果 表明 ， 饲 粮 添 加 1.5、2.5、5.0 g/kg 


菊 糖 显著 降低 了 盲肠 乳酸 菌 数 量 ， 但 添加 0.5 g/kg 菊 糖 显著 增加 了 直肠 乳酸 菌 数量 ， 饲 粮 添加 1.5、 


5.0 g/kg 菊 糖 显著 降低 了 盲肠 、 直 肠 总 细 落 和 大 肠 杆菌 数量 ， 但 添加 5.0 g/kg 菊 糖 显著 增加 了 盲肠 、 
直肠 双 上 收 杆 菌 数量 ， 饲 粮 添 加 菊 糖 对 肉 仔鸡 盲肠 产 气 荚 膜 梭 菌 数量 无 显著 影响 ， 但 添加 5.0 g/kg 菊 
糖 显著 增加 了 直肠 产 气 荧 膜 梭 菌 数量 。 本 试验 所 得 结果 与 上 述 报道 不 完全 一 致 ， 这 与 试验 所 用 鸡 的 
龄 、 性 别 、 取 样 部 位 、 菊 糖 来 源 、 结 构 与 剂量 等 不 同 有 关 。 另 外 ， 菊 糖 的 益生 效果 也 与 肉 仔 鸡 的 
饲养 环境 和 个 体 因素 有 很 大 的 关系 名。 本 试验 中 ，5.0 g/kg 菊 糖 添加 组 在 促进 有 益 菌 增殖 的 同时 ， 也 
MEET ADATA ARERR) 的 增殖 ， 说 明 饲 粮 中 添加 高 水 平 的 菊 糖 不 利于 控制 有 害 菌 
的 增殖 。 菊 糖 的 益生 作用 主要 是 源 于 其 特殊 的 结构 不 能 被 家 禽 的 胃 和 胰 分 泌 的 消化 酶 所 消化 ， 而 是 


进入 后 肠 被 有 益 戎 如 乳酸 菌 、 双 此 杆 菌 所 利用 ， 产 生 短 链 脂肪 酸 和 乳酸 户 21， 进 而 降低 了 有 毒 代 谢 
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综 上 ， 饲 粮 添 加 菊 糖 降低 肉 仔 鸡 排泄 物 、 言 肠 和 直肠 呀 吹 和 装具 素 浓 度 名 主要 是 通过 调整 东 群 


结构 ， 降 低 肠 道 总 细菌 、 大 肠 杆菌 数量 ， 增 加 乳酸 菌 和 双 歧 杆 戎 的 数量 来 实现 的 。 
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结 论 
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仔鸡 言 肠 和 直肠 厚 壁 菌 门 Eubacterium coprostanoligenes、Intestinimonas Sp. 和 Enterococcus cecorum 


FY 
“iy 


菌 增殖 。 


直肠 乳酸 菌 、 盲 肠 和 直肠 双 歧 杆菌 及 直肠 产 气 荚 膜 梭 菌 数量 。 


© 饲 粮 添加 适宜 水 平 的 菊 糖 显著 降低 了 肉 仔鸡 盲肠 、 直 上 肠 总 细菌 和 直肠 大 肠 杆 菌 数 量 , 增加 了 


© 在 本 试验 条 件 下 ， 肉 仔鸡 饲 粮 菊 糖 适宜 添加 水 平 为 2.5 一 $.0 g/kg- 
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Effects of Inulin Supplemental Level on Microbial Community Structure and Main Microbial Populations 
in Cecum and Rectum of Broilers 
YANG Guigin WANG Qi LIU Haiying DONG Weiguo ZHU Xin 
(College of Animal Husbandry and Veterinary, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110866, China) 
Abstract: The purpose of this experiment was to study the effects of inulin supplemental level on microbial 
community Structure and main microbial populations in cecum and rectum of broilers. Three hundred 
1-day-old AA+ broilers were selected and randomly distributed into five groups with six replicates per 


group and ten broilers per replicate by single-factor completely random design. Broilers in those five 
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groups were fed a basal diet supplemented with 0, 0.5, 1.5, 2.5 and 5.0 g/kg inulin, respectively. The ex- 
periment lasted for 6 weeks. The microbial community structure and the main microbial populations in ce- 
cum and rectum of 42-day-old broilers were measured using the PCR-denaturing gradient gel electrophore- 
sis (DGGE) and quantitative PCR (qPCR) techniques. The results showed as follows: 1) inulin supple- 
mental level had no significant effects on the cecal and rectal microbial richness, the cecal microbial Shan- 
non-Wiener index and the rectal microbial evenness of broilers (P>0.05), but significantly decreased the 
cecal microbial evenness and rectal microbial Shannon-Wiener index (P<0.05). Based on the analysis of 
some dominant bands in DGGE fingerprint, diet supplemented with inulin promoted the growth of Eubac- 
terium coprostanoligenes, Intestinimonas sp. and Enterococcus cecorum and so on from Firmicutes in ce- 
cum and rectum of broilers. 2) Diet supplemented with inulin significantly affected the populations of total 
bacteria and Escherichia coli in cecum and rectum of broilers (P<0.05). Quadratic curve analysis showed 
that the populations of total bacteria and Escherichia coli were the fewest in cecum of broilers when inulin 
supplemental levels were 2.71 and 2.66 g/kg, respectively. Compared with control group, diet supplement- 
ed with 1.5, 2.5 and 5.0 g/kg inulin significantly decreased the populations of cecal Lactobacillus 

(P<0.05) , while diet supplemented with 0.5 g/kg inulin significantly increased the populations of rectal 
Lactobacillus (P<0.05). The populations of cecal and rectal Bifidobacteria and rectal Clostridium 
perfringens were the most when diet supplemented with 5.0 g/kg inulin, and the differences were signifi- 
cant compared with control group (P<0.05). Thus, results from the current study suggest that supplementa- 
tion of 2.5 to 5.0 g/kg inulin to basal diet may have the beneficial effects on improving the microbial com- 
munity and promoting the growth of beneficial bacteria in intestine of broilers under this experimental con- 
dition. 


Key words: inulin; microbial community; microbial population; intestine; broilers 
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